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Die folgendon Angaben sind den vom Anrnelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Verfahren zur Isolierung von disseminierten Krebszellen aus einer zellhaltigen Korperflussigkeit und 
Filtervorrichtung zur Verwendung in einem derartigen Verfahren 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren und die Verwen- 
dung einer Vorrichtung (10) zur Isolierung von dissemi- 
nierten Krebszellen aus einer zellhaltigen Korperflussig- 
keit, wobei man die zellhaltige Korperflussigkeit oder Tei- 
le davon in einen Einlaflstutzen (13) eines Rltergehauses 
(11, 12) fordert, die Korperflussigkeit seitlich aus dem Ein- 
lafcstutzen in einen einlafcseitigen Fluidraum (21) des Fil- 
tergehauses fuhrt und uber einem in dem Filtergehause 
angeordneten Flachfilter (15) mit einer Maschen- bzw. Po- 
renweite von etwa 10 bis 200 pm verteilt, die Korperflus- 
sigkeit uber den Flachfilter (15) transportiert und in einen 
auf dem Flachfilter (15) verbleibenden Ruckstand und ein 
Filtrat auftrennt, das Filtrat in einem auslafcseitigen Fluid- 
raum (25) sammelt und uber einen Auslafcstutzen (14) ab- 
■ fuhrt und anschlieftend den Ruckstand gewinnt. Durch 
die spezielle stromungstechnische Verteilung der Flussig- 
keit uber dem Filter konnen disseminierte Krebszellen mit 
hoherer Ausbeute isoliert und schonender in vitaler Form 
gewonnen werden. Das erfindungsgemafce Verfahren 
eignet sich insbesondere zur Automatisierung der Isolie- 
rung von Krebszellen. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Isolierung von disseminierten Krebszellen aus einer 
zellhaltigen Korperflussigkeit, eine Filtervorrichtung zur 
Verwendung in einem derartigen Verfahren, die Verwen- 
dung einer Filtervorrichtung zur Isolierung von disseminier- 
ten Krebszellen, sowie Sets zur Durchfuhrung des Verfah- 
rcns. 

[0002] Die Isolierung und Charakterisierung von Krebs- 
zellen ist vor allem im Bereich der Onkologie fur die Beant- 
wortung diagnostischcr, prognostischer, therapeutischer und 
wissenschaftlicher Fragestellungen, sowohl im tierexperi- 
mentellen als auch im humanmedizinischen Bereich von 
groBer Bedeutung. 

[0003] Die Isolierung von Krebszellen zur Durchfuhrung 
von in-vitro oder ex-vivo Untersuchungen aus Gewebepro- 
ben, die beispielsweise von Prirnartumoren oder Metastasen 
gewonnen werden, ist heutzutage relativ unproblematisch. 
[0004] In jiingster Zeit gewinnt jedoch die Identifizierung 
und Charakterisierung von sogenannten disseminierten 
Krebszellen zunehmend an Bedeutung. Dabei handelt es 
sich um in Korperflussigkeiten zirkulierende Krebszellen, 
die sich von Prirnartumoren, Metastasen oder Rezidiven ab- 
gelost haben. Es ist bekannt, daB disseminierte Krebszellen 
genetische und physiologische Merkmale aufweisen, die 
sich von denen des Primartumors, der Metastase bzw. dem 
Rezidiv unterscheiden. Man spricht in diesem Zusammen- 
hang von einer sogenannten "klonalen Selektion". Demnach 
ist der Primartumor ein Konglomerat von Zellen mit unter- 
schiedlicher genetische Ausstattung, die standigen Verande- 
rungen unterliegen. Aus diesem Konglomerat heraus disse- 
minieren nur ganz bestimmte Zellen, namlich diejenigen, 
die ein bestimmtes genetisches Profil erworben habe, das ih- 
nen unter anderem die erforderlichen Eigenschaften zur Dis- 
seminierung verleiht und aufgrund dessen sich diese Zellen 
folglich von den im Zellverband verbleibenden Zellen oder 
von lediglich unspezifisch abgetrennten Zellen oder groBe- 
ren Bruchstiicken des Primartumors unterscheiden. Die se- 
lektive Identifizierung und Charakterisierung von dissemi- 
nierten Krebszellen erlaubt nicht nur speziellere und friihere 
Diagnosen von betroffenen Patienten, sondern ermoglicht 
neben der Behandlung des Primartumors auch eine weitere 
und davon unabhangige, individuelle, auf disseminierte 
Krebszellen gerichtete Thcrapie. 

[0005] Aufgrund der geringen Konzentration von Krebs- 
zellen in Korperflussigkeiten sind die entsprechenden Ana- 
lysen jedoch technisch extrem schwierig. Zur Isolierung der 
disseminierten Krebszellen mussen diese zunachst angerei- 
chert werden. Um beispielsweise Veranderungen von 
Krebszellen auf DNA-Ebene zu analysieren, sind extrem 
reine Populationen der Krebszellen erforderlich, da anson- 
sten verunreinigende "Wildtyp-Zellen" potentielle Genom- 
veranderungen uberdecken, so daB diese nicht mehr detek- 
tiert werden konnen. Daher sind Verfahren zur unspezifi- 
schen Anreicherung von Krebszellen, beispielsweise das in 
US 5,529, 903 beschriebene Leukapherese- Verfahren oder 
das in EP-A-0 448 837 beschriebene Filtrationsverfahren 
zur Untersuchung von disseminierten Krebszellen nicht gc- 
eignet. Bekannte spezifische Anreicherungs verfahren beru- 
hen meist auf einer antigenspezifischen Immunadsorption. 
Diese Verfahren haben jedoch den Nachteil, daB durch eine 
Quervemetzung der Oberflachenantigene unkalkulierbare 
Effekte, wie Apoptose, Anergie, Aktivierung und weitere 
Zustandsanderungen der Zclle auftreten konnen, so daB sich 
die Eigenschaften derartiger isolierten Zellen drastisch von 
den Eigenschaften der in der Korperflussigkeit disseminier- 
ten Krebszellen vor ihrer Isolierung unterscheidet. AuBer- 



dem kann die Sensitivital derartiger Verfahren in Fallen von 
fehlender oder unzureichender Epitopexpression sehr gering 
sein. 

[0006] In der WO 00/06702 wird ein Verfahren zur Isolie- 
5 rung disseminierter Krebszellen aus Korperflussigkeiten be- 
schrieben. Mit diesem Verfahren ist es moglich, die Krebs- 
zellen auf schonende Art und Weise, insbesondere in vita- 
lem Zustand, anzureichern, ohne daB Antikorper verwendet 
oder ahnliche adsorptive Wechselwirkungen eingesetzt wer- 
10 den mussen. Dies eroffnet nicht nur die Moglichkeit, ge- 
nomische DNA-Analytik und sogar die ein Verhaltnis von 
wenigstens 1 : 1 Krebszellen zu Nichtkrebszellen erfor- 
derndeLOH-Analytik (LOH = loss of heterocygosity) sinn- 
voll durchzufiihren, sondem es werden auch disseminierte 
15 Krebszellen fur eine Reihe weiterer diagnostischer, thera- 
peutischer, tierexperimenteller oder wissenschaftlicher Fra- 
gestellungen zur Verfugung gestellt. So werden zahlreiche 
Verwendungsmoglichkeiten disseminierter Krebszellen be- 
schrieben, z. B. die Identifizierung neuer therapeutischer 
20 Targets; im Rahmen der Wirkstoffentwicklung das Screenen 
von Wirkstoffen, z. B. die Identifizierung und Charakterisie- 
rung von Leitsubstanzen und insbesondere zur Entwicklung 
von Wirkstoffen gegen Oberflachenstrukturen disseminier- 
ter Krebszellen; die Wahl einer vom jeweiligen Individuum 
25 und vom Stadium der Erkrankung abhangenden Therapie. 
Bei dem bekannten Verfahren wird eine zellhaltige Korper- 
flussigkeit oder Teile davon, beispielsweise eine unspezi- 
fisch angereicherte Fraktion, durch ein Sieb mit einer Ma- 
schen- bzw. Porenweite von etwa 10 bis 200 um gefuhrt und 
30 der auf dem Sieb zuriickbleibende Siebruckstand gewonnen. 
Durch Verwendung von Sieben bestimmter Maschen- bzw. 
PorengroBe, die einen groBen- und gestaltabhangigen 
Trennvorgang ermoglichen, wird im Siebruckstand ein 
Krebszellanteil von wenigstens 50% erreicht. Als Siebe 
35 werden bei den bekannten Verfahren flachige oder porose 
Gebilde mit Offhungen verwendet, die so dimensioniert 
sind, daB in der zellhaltigen Korperflussigkeit enthaltene 
Nichtkrebszellen noch passieren konnen, wahrend Krebs- 
zellen bzw. KrebszeUaggregate zuruck gehalten werden. 
40 [0007] Bei den bekannten Verfahren kann es jedoch zu ei- 
ner ungleichmaBigen Ansammlung von Zellen durch eine 
ungleichmaBige Benetzung der Sieboberflache kommen. 
Der DurchfluB durch das Sieb kann daher nur schwer gere- 
gelt und konlrolliert werden. Zur Gewinnung von vitalen 
45 Zellen mussen die auf der Sieboberflache haftenden Ruck- 
stande erst aufwendig gelost werden. Ohne die Anwendung 
von hohern Druck losen sich die Zellen bei dem bekannten 
Verfahren erst nach mehrstundiger oder mehrt.agiger Inku- 
bation in einem geeigneten Puffermedium von der Sieb- 
50 membran. Falls man Zellbestandteile der im Siebruckstand 
vorhandenen Zellen gewinnen will und daher eine Zersto- 
rung der Zellen in Kauf nehmen kann, ist es auch moglich, 
das Sieb samt anhaflender Zellen in ein geeignetes organi- 
sches Losungsmittel zu uberfuhren. Zur Isolierung von Ge- 
55 samt-RNA, DNA und Proteinen verwendet man ublicher- 
weise Guanidinisothiocyanat und Phenol enthaltende Lo- 
sungen bzw. Losungsgemische, z. B. die unter der Marke 
Trizol® vertriebenen Produkte. Eine Automatisierung des 
bekannten Verfahrens ist allerdings nur mit einer aufwendi- 
60 gen Robotik moglich. 

[0008] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, 
das aus WO 00/06702 bekannte Verfahren derart weiterzu- 
bilden, daB eine einfache Automatisierung und Standardi- 
sierung des Verfahrens ermoglicht und gleichzeitig die 
65 Reinheit der filtrierten Krcbszellenfraktion weiter erhoht 
wird. AuBerdem soli eine geeignete Filtervorrichtung zur 
Verwendung in einem derartigen Verfahren bereitgestellt 
werden. 
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[0009] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB 
man die in einer Korperflussigkeit disseminierten Krebszel- 
len in wesentlich hoherer Reinheit und mit besserer Aus- 
beute gewinnen kann, wenn man einen Flachfilter mit einer 
Maschen- bzw. Porenweite von etwa 10-200 um verwendet, 5 
der in einem Filtergehause angeordnet ist, welches durch 
eine geeignete stromungstechnische Auslegung ein gleich- 
maBiges Durchspiilen der Filterflache ermoglicht. 
[0010] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher 
zum einen ein Verfahren zur Isolierung von disseminierten 10 
Krebs- bzw. Tumorzellen aus einer zellhaltigen Korperflus- 
sigkeit, wobei man die zellhaltige Korperflussigkeit oder 
Teile davon in einen EiniaBstutzen eines Filtergehauses be- 
fordert, die Korperflussigkeit seitlich aus dem EiniaBstutzen 
in einen einlaBseitigen Fluidraum des Filtergehauses fuhrt 15 
und iiber einem in den Filtergehause angeordneten Flachfil- 
ter mit einer Maschen- bzw. Porenweite von etwa 
10-200 um im wesentlichen parallel zur Oberflache des 
Fiachtilters verteilt, die Korperflussigkeit oder die Teile da- 
von iiber den Flachfilter transportiert und in einem auf dem 20 
Flachfilter verbleibenden Ruckstand und ein Filtrat auf- 
trennt, das Filtrat in einem auslaBseiti gen Fluidraum sam- 
melt und iiber einen AuslaBstutzen abfuhrt und anschlieBend 
den Ruckstand gewinnt. 

[0011] ErfindungsgemaB wird die zellhaltige Korperfliis- 25 
sigkeit dabei im wesentlichen senkrecht in Richtung Filter- 
oberflache gefuhrt und kurz vor Erreichen der Filteroberfia- 
che durch geeignete Umlenkmittel im wesentlichen seitlich, 
beispielsweise in einem Winkel von 90°, in den einlaBseiti- 
gen Fluidraum abgelenkt, so daB sich die Korperflussigkeit 30 
praktisch uber die gesamte Filterflache verteilen kann, bevor 
der Flachfilter durchstromt wird. Die wirksame Filterflache 
ist dabei wesentlich groBer als der Innenquerschnitt des Ein- 
laBstutzens, der die Korperflussigkeit zu dem Filter fuhrt. 
Durch die speziellen Stromungsfuhrung tritt beim Filtrieren 35 
eine parallel zur Filteroberflache gerichtete Stromungskom- 
ponente auf, die wirksam verhindert, daB in bestimmten Be- 
reichen des Filters eine ungleichmaBige Ansammlung oder 
Verklumpung von Zelien auftritt. Dabei weist der einlaBsei- 
tige Fluidraum vorteilhaft nur eine geringe Hone uber dem 40 
Filter und damit ein geringes Volumen auf, so daB bereits 
eine geringe Fliissigkeitsmenge diesen Fluidraum ausfullt. 
[0012] Unter Isolierung versteht man im Sinne der vorlie- 
genden Erfindung jegliche Anreicherung eines zu isolieren- 
den Bestandteils aus einem Gemisch, das diesen neben we- 45 
nigstens einem anderen Bestandteil enthalt. Das Ergebnis 
der Isolierung kann also durchaus ein weiteres Gemisch 
sein, das aber im Vergleich zum ursprunglichen Gemisch 
den zu isolierenden Bestandteil im Verhaltnis zu wenigstens 
einem anderen Bestandteil in hoherer Konzentration enthalt. 50 
[0013] Der Begriff "Krebszelle" steht erfindungsgemaB 
fiir eine Zelle, die eine oder mehrere mit Krebs, also Entar- 
tung im allgemeinen Sinn, in Zusammenhang stehende Mo- 
di fikation aufweisL Grundlage dieser Definition ist die Vor- 
stellung, daB es sich bei der Entstehung von Krebs um einen 55 
kontinuierlichen VeranderungsprozeB handelt. Beispiels- 
weise bedarf es in der Regel mehrerer Veranderungen, ins- 
besondere des genetischen Materials bzw. der Expression 
des genetischen Materials von Zelien auf dem Weg von ei- 
ner Normalzelle zu einer Krebs- und insbesondere zu einer 60 
Tumorzelle. Der Begriff Krebszelle umfaBt daher auch Vor- 
stufen von Krebs- und insbesondere Tumorzellen mit krebs- 
artigen bzw. tumorosen Modifikationen. 
[0014] Die Begriffe "disseminierte Krebszelle" oder "dis- 
seminierte T\imorzelle" definieren sich insbesondere im 65 
Verhaltnis zu soliden Tumoren, also vor allem Primartumo- 
ren, Metastasen und Rezidiven. Im Gegensatz zu soliden 
Tumoren konnen disseminierte Krebszellen im Korper eines 



Individuums zirkulieren. Dies geschieht in der Regel iiber 
korpereigene Transportorgane, vor allem Korperflussigkei- 
ten, insbesondere Blut. In der Regel leiten sich disseminierte 
Krebszellen von einem soliden Tumor dadurch ab, daB sie 
zunachst Teil eines soliden Tumors, also insbesondere des 
Tumorgewebes, sind, von dem sie sich in Folge ablosen. Da- 
durch verlassen disseminierte Krebszellen den durch den so- 
liden Tumor vorgegebenen Korperbereich, insbesondere die 
vom Tumor befallenen morphologischen Struktureinheiten, 
beispielsweise das Organ, und gelangen unter anderem an 
Orte, zu denen ausgehend vom soliden Himor kein morpho- 
logischer Zusammenhang besteht. 

[0015] Einem besonderen Aspekt zufolge sind dissemi- 
nierte Krebszellen gekennzeichnet durch ihre relativ geringe 
Menge bezogen auf gleichermaBen vorhandene Nichtkrebs- 
zellen. Man bezeichnet sie daher auch als Restkrebszellen 
(minimal residual disease, kurz MRD). Betrachtet man bei- 
spielsweise zellhaltige Korperfiussigkeiten, so liegt der An- 
teil disseminierter Krebszellen in der Regel unterhalb von 
1 : 1000, meist unterhalb von 1 : 10.000 und in vielen Fallen 
sogar unterhalb von 1 : 100.000, bezogen auf die Anzahl 
von Nichtkrebszellen einer zufallig genommenen Probe der 
Korperflussigkeit. Im Falle von Blut gelten diese Verhalt- 
nisse insbesondere in bezug auf mononukleare Zelien (kurz: 
MNC). 

[0016] Zellhaltige Korperfiussigkeiten im Sinne der vor- 
liegenden Erfindung sind all jene Korperfiussigkeiten, wel- 
chen disseminierte Krebszellen enthalten konnen. Dabei 
kann es sich sowohl um native Korperfiussigkeiten handeln, 
die dem Korper entnommen werden oder von diesem ausge- 
schieden werden, als auch um nichtnative Fliissigkeiten, ins- 
besondere Waschflussigkeiten, die Zelien aus dem Korper 
und insbesondere bestimmten Korperteilen und Orgarien 
enthalten. Man kann beispielsweise derartige Fliissigkeiten 
dem Korper zunachst in geeigneter Weise zufuhren und 
dann wieder entnehmen. Selbstverstandlich konnen auch 
native mit nichtnativen Flussigkeiten versetzt sein. Zu nen- 
nen sind beispielsweise Lymphe, Urin, Sputum, Ascites, Er- 
gusse, Fruchtwasser, Punktate, Waschflussigkeiten von Or- 
ganen, z. B. Colon-, Lungen-, Bronchiallavage oder Blasen- 
spiilflussigkeiten, Aphereseprodukte, Fazes und insbeson- 
dere Knochenmark (vor oder nach Transplantation) und 
Blut. Es kann sich um Korperfiussigkeiten unterschiedlicher 
Spezies handeln, beispielsweise von Saugern, insbesondere 
Menschen, Labor- und Versuchstieren, wie Mausen, Ratten, 
Kaninchen, Meerschweinchen usw. Derartige Korperfius- 
sigkeiten konnen dem Siebvorgang direkt zugefuhrt werden. 
Vielfach ist es allerdings von Vorteil, die zellhaltige Korper- 
flussigkeit zunachst einer vorbereitenden Aufbereitung zu 
unterziehen. So kann man beispielsweise zellulare von 
nichtzellularen Bestandteilen trennen. Auch die zellularen 
Bestandteile konnen ggf. noch weiter aufgetrennt werden, 
indem man beispielsweise eine zellhaltige Fraktion isoliert, 
in der bekanntermaBen Krebszellen mit enthalten sind. Zu 
diesem Zweck bieten sich vor allem an sich bekannte physi- 
kalische Trenn verfahren, wie die Dichtegradientenzentrifu- 
gation, an. 

[0017] Bevorzugt ist der im erfindungsgemaBen Verfahren 
verwendete Flachfilter im wesentlichen kreisformig zuge- 
schnitten. Das zu filtrierende Fluid, also die Korperflussig- 
keit oder Teile davon, kann beispielsweise durch im einlaB- 
seitigen Fluidraum angeordnete, radial vom Ende des Ein- 
laBstutzens zum AuBenrand des Flachfilters verlaufende Ka- 
nale fiber die Filterflache verteilt werden. Es ist auch denk- 
bar, einen spiralformig vom EiniaBstutzen zum AuBenrand 
des Flachfilters verlaufenden Kanal vorzusehen. GemaB ei- 
ner besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens verteilt man das zellhaltige Fluid 
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aber iiber radial angeordnete Stichkanale und eine Vielzahl 
konzentrischer, mit den Stichkanalen kommunizierender 
Kreiskanale iiber den Flachfilter. 

[0018] Zur Realisierung der als besonders vorteilhaft er- 
kannten Stromungsfiihrung der zu fiitrierenden zellhaltigen 5 
Korperflussigkeit eignen sich insbesondere Filtervorrichtun- 
gen, wie sie beispielsweise in den US-Patenten 
US 2,818,178 und US 4,113,627 oder der deutschen Patent- 
anmeldung DE-A-28 09 321 beschrieben sind. Besonders 
bevorzugt wird jedoch das in der deutschen Patentanrnel- 10 
dung DE-A-32 02 330 beschriebene Filtergehause verwen- 
det. Derartige Filtervorrichtungen werden heute beispiels- 
weise von der Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland unter 
der Marke MINIS ART®, von der Millipore Corp. unter den 
Produktbezeichnungen MUXEX und MULTELEX oder von 15 
der Firma Advantec MFS, Inc. als Einmalfilter zur Hochrei- 
nigung von Riissigkeiten bzw. zur Steril- oder Klarfiltration 
vertrieben. Die dabei verwendeten Porendurchmesser der 
Filtermembranen liegen jedoch typischerweise im Bereich 
von einem Mikrometer und weniger. Die besondere Eig- 20 
nung derartiger Filtergehause in Verbindung mit Flachfiltern 
einer PorengrdBen im Bereich von 10 bis 200 um zur Isolie- 
rung von disseminierten Krebszellen war daher vollig iiber- 
raschend. 

[0019] Werden Krebszellen aus Blut isoliert, so ist erfin- 25 
dungsgemaB bevorzugt, zunachst Zellen des weiBen Blutbil- 
des durch Dichtegradientenzentrifugation abzutrennen. 
Krebszellen findet man vor allem in der Fraktion, die auch 
mononukleare Zellen enthalt, so daB diese Fraktion bevor- 
zugt der anschlieBenden Filtration zugefuhrt wird. 30 
[0020] Die Filtration der zellhaltigen Korperflussigkeit 
oder der Fraktion ist beendet, wenn die gesamte zellhaltige 
Russigkeit den Rachfilter passiert hat. Es kann sich ein 
Waschvorgang anschlieBen, bei dem weitere Russigkeit, 
vorzugsweise Puffer oder Kulturmedium, durch den Flach- 35 
filter gefuhrt wird. Die Waschfliissigkeit kann zu dem zuvor 
gewonnenen Filtrat gegeben oder auch getrennt davon ge- 
sammelt und ggf. verworfen werden. 

[0021] Die auf dem Rachfilter zuriickgehaltene Zellfrak- 
tion kann direkt der sich anschlieBenden Verwendung, bei- 40 
spielsweise der Charakterisierung der Zellen, insbesondere 
der Krebs- oder Tumorzellen oder der Aufbewahrung zuge- 
fuhrt werden. Vorteilhafterweise wird der die Krebszellen 
enthaltende Riickstand zunachst von dem Rachfilter abge- 
lost und gesammelt. Je nach Art der anschlieBenden Ver- 45 
wendung kann man zu diesem Zweck verschiedene Vorge- 
hensweisen wahlen. 

[0022] Man beispielsweise den Riickstand in einer Losung 
inkubieren, die zur Lyse der Zellen fuhrt und die Gewinnung 
von Zellbestandteilen, wie Nukleinsauren, Proteinen oder 50 
Lipiden erlaubt. Zur Gewinnung von Nukleinsauren wird 
man beispielsweise eine Guanidinisothiocyanat und Phenol 
enthaltenden Losung verwenden. Dabei ist es vorteilhaft, 
wenn die Losung wahrend der Inkubation bewegt wird. Bei 
einer manuellen Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Ver- 55 
fahrens kann man beispielsweise jeweils einen Spritzenkol- 
ben am EinlaB- und am Auslafistutzen der Filtervorrichtung 
anschlieBen und die Losung zwischen den beiden Spritzen 
hin und her pumpen. Bei einem automatisierten Verfahrens- 
ablauf kann eine entsprechende Bewegung der Losung 60 
durch Fordermittel, wie beispielsweise Pumpen realisiert 
werden. 

[0023] Zur Gewinnung vitaler Krebszellen lost man den 
am Flachfilter anhaftenden Riickstand vorteilhaft durch 
Riickspiilen des Filters mit einer Russigkeit ab, die man 65 
vom auslaBseitigen Ruidraum des Filtergehauses in den ein- 
laBseitigen Ruidraum fordert. Vorteilhaft handelt es sich bei 
der Ruckspuifliissigkeit um eine Pufferlosung oder ein Kul- 



turmedium. Die so gewonnen Krebs- oder Tumorzellen kon- 
nen beispielsweise zur Gewinnung von Zellbestandteilen 
oder von Vakzinen kultiviert werden. 

[0024] Die beiden beschriebenen Verfahren besitzen den 
Vorteil, daB sie in einem automatisierten Verfahren ohne 
aufwendige Robotik realisiert werden konnen, wahrend an- 
dere Verfahren, beispielsweise solche, bei denen die Krebs- 
zellen mit Zentrifugalkraft oder mittels sogenannter opti- 
scher Pinzetten von der Filteroberflache abgelost werden 
umfangreichere, Manipulationen erfordern und daher einer 
Automatisierung nur schwer zuganglich sind. 
[0025] Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ge- 
wonnenen Krebs- bzw. Tumorzellen lassen sich im Bereich 
des Drug-Screening bzw. Drug-Targeting zur Identifizie- 
rung neuer Wirkstoffe oder zur Identifizierung weitererZiel- 
gruppen fur bereits bekannte Wirkstoffe verwenden. Weitere 
Anwendungen liegen im Bereich Genomics und Proteo- 
mics. Zur detaillierten Darstellung der erfindungsgemaB 
vorgesehenen Anwendungen, sowie typischer Protokolle 
bei der Gewinnung und Aufbereitung der fiitrierten Krebs- 
zellen sei auf die WO 00/06702 des Anmelders verwiesen. 
[0026] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch 
die Verwendung einer Filtervorrichtung, die ein Filterge- 
hause mit wenigstens einem EinlaBstutzen und wenigstens 
einem AuslaBstutzen und einen in dem Filtergehause ange- 
ordneten Flachfilter umfaBt, welcher einen einlaBseitigen 
Ruidraum von einem auslaBseitigen Ruidraum trennt, wo- 
bei das Filtergehause zumindest in dem einlaBseitigen 
Ruidraum erste Verteilerkanale aufweist, die zu dem Rach- 
filter hin offen sind, zur Isolierung von disseminierten 
Krebszellen aus einer zellhaltigen Korperflussigkeit. 
[0027] Die Verteilerkanale umfassen, wie oben bereits er- 
wahnt, besonders bevorzugt eine Vielzahl konzentrischer 
Kreiskanale, welche durch mehrere radial verlaufende und 
in dem EinlaBstutzen endende Stichkanale geschnitten sind, 
was eine besonders effektive Verteilung der zu fiitrierenden 
Russigkeit iiber der Filteroberflache gewahrieistet. Vor- 
zugsweise ist ein derartiges Verteilersystem nicht nur im 
einlaBseitigen Fluidraum sondern auch in den auslaBseitigen 
Ruidraum vorgesehen. Diese zweiten Verteilerkanale um- 
fassen zweite Kreiskanale und zweite Stichkanale, die weit- 
gehend mit den ersten Kreiskanalen und den ersten Stichka- 
nalen ubereinstimmen, wobei jedoch die zweiten Stichka- 
nale in den AuslaBstutzen des Filtergehauses miinden. 
[0028] Um das uber den EinlaBstutzen einstromende Ruid 
moglichst effektiv iiber eine groBere Filterflache zu vertei- 
len, endet der EinlaBstutzen und/oder der AuslaBstutzen mit 
seinem inneren Querschnitt dicht oberhalb einer von der Ka- 
nalsohle der Kreiskanale gebildeten Ebene als Sackloch 
oder als Prallplatte. Die Stichkanale schneiden das Sackloch 
im Bereich des Sacklochbodens zur Bildung von Verbin- 
dungsschlitzen teilweise an. Der Boden des Sacklochs ge- 
wahrieistet dabei eine zusatzliche Abstutzung des Rachfil- 
ters. 

[0029] Die Kreiskanale sind im Querschnitt bevorzugt 
halbkreisformig ausgebildet. Vorteilhaft reicht der den Ver- 
bindungsschlitzen der Peripherie am nachsten liegende 
Kreiskanal mit seiner Kanalsohle etwa bis zur auBeren Hohe 
der Verbindungsschlitze und verbindet als KurzschluBrin- 
gleitung samtliche Verbindungsschlitze untereinanden 
[0030] Das Filtergehause ist bevorzugt als zweiteiliges 
Kunststoffgehause ausgebildet, wobei jedes Gehauseteil 
einschlieBUch der zugehorigen Verteilerkanale vorteilhaft 
als einstuckiges KunststofTspritzteil ausgebildet ist. 
[0031] Wahrend die an sich bekannten zur Mikrofiltration 
eingesetzten Einmalfilter mit Rachfiltem versehen sind, die 
typischerweise eine PorengroBe von unter 1 um besitzen, 
weist der erfindungsgemaBe Flachfilter eine Maschen- bzw. 
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Porenweite von etwa 10-200 pm, vorzugsweise von 15 bis 
30 pm, besonders bevorzugt von 17-27 pm und ganz beson- 
ders bevorzugt von etwa 20 pm auf. Vorteilhaft ist der 
Flachfilter als Merabranfilter ausgebildet, wobei typische 
Filtermaterialien, wie Kunststoffnetzwerke oder Gewebe, 5 
mikroporose Membran filter, Filterfliese oder Kombinatio- 
nen davon eingesetzt werden konnen. Geeignete Filtermate- 
rialien und geeignete Herstetlungsverfahren fur derartige 
Filter sind insbesonderc in der WO 00/06702 beschreiben. 
Besonders bevorzugt werden Filter aus losungsmittelbestan- 10 
digem Material verwendet, die beispielsweise aus Kunst- 
stoffen, wie Polypropylen, Polytetrafluorethylen, hochlfluo- 
riertem Polymeren, Vinylidenfluorid, Aminoplasten, insbe- 
sondere Polyethylen bestehen konnen. Zur Auswahl des fur 
die Isolierung bestimmter Krebszellen jeweils geeigneten 15 
Filters wird der Fachmann in Vorversuchen mit immer en- 
germaschigen Filtern (beispielsweise in der Reihenfolge 
200 um, 115 pm, 74 pm, 51pm, 38 pm, 30 pm, 27 pm, 
20 pm, 17 pm, 15 pm und 10 pm) einzelne Zellfraktionen 
gewinnen und auf deren therapeutische und diagnostische 20 
Relevanz untersuchen. Dabei kann es sich auch als vorteil- 
haft erweisen Filterkombinationen einzusetzen, d. h. in obi- 
gem Beispiel etwa mit einem 115 pm-Filter weniger rele- 
vante groBere Aggregate abzufiltxieren und lediglich die auf 
einem nachgeschalteten 30 pm-Filter gesammelte Krebszel- 25 
lenfraktion zu analysieren. 

[0032] Die Verbindung und Abdichtung des Hachfilters 
mit den beiden Gehauseteilen bzw. auch die Verbindung der 
beiden Gehauseteile untereinander erfolgt durch iibliche 
Verbindungstechniken, wie Kleben, VerschweiBen, Ultra- 30 
schallverschweiBen oder einfach durch Klemm- und Rei- 
bungskopplung oder mit Hilfe von Einrastungen einzelner 
Bauteile bzw. durch Kombination derartiger Verbindungs- 
mittel. 

[0033] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher 35 
auch eine Filtervorrichtung zur Isolierung von disseminier- 
ten Krebszellen aus einer zellhaltigen Korperflussigkeit, die 
ein Filtergehause mit wenigstens einem EinlaBstutzen und 
wenigstens einem AuslaBstutzen und einen in dem Filterge- 
hause angeordnete Flachfilter umfafit, wobei der Flachfilter 40 
einen einlaBseitigen Fluidraurn von einem auslaBseitigen 
Fluidraum trennt und das Filtergehause zumindest in dem 
einlaBseitigen Fluidraum erste Verteilerkanale aufweist, die 
zu dem Flachfilter hin offen sind. Diese an sich bekannte 
Filtervorrichtung ist crfindungsgemaB dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB der Flachfilter eine Maschen- bzw. Porenweite 
von etwa 10-200 pm, vorzugsweise von 15 bis 30 pm, be- 
sonders bevorzugt von 17-27 pm und ganz besonders be- 
vorzugt von etwa 20 pm aufweist. Besonders bevorzugt be- 
steht der Flachfilter aus einer mikroperforierten Nylonmem- 50 
bran. 

[0034] Die Filterkanale der erfindungsgemaBen Filtervor- 
richtung umfassen vorteilhaft eine Vielzahl konzentrischer 
Kreiskanale, welche durch mehrere radial verlaufende und 
in dem EinlaBstutzen endende Stichkanale geschnitten sind. 55 
[0035] Die erfindungsgemaBe Filtervorrichtung ermog- 
licht nicht nur eine effektive und gleichmaBige Verteilung 
der zu filtrierenden Riissigkeit auf der Filteroberflache, son- 
dern die Anordnung aus zahlreichen konzentrischen Kreis- 
kanalen gewahrleistet auch eine wirksame Abstiitzung des 60 
Hachfilters liber der gesamten wirksamen Filterflache, so 
daB es im Betrieb zu keiner Beschadigung des Filters kom- 
men kann. 

[0036] Beim Ruckspulen des Rlters zum Ablosen der zu- 
riickgehaltenen Krebszellen unterstutzt das durch den erfin- 65 
dungsgemaBen Filter gewahrleistete Stromungsprofil ho- 
here Scherkrafte parallel zur Filteroberflache, die das Ablo- 
sen der Krebszellen begiinstigen. 
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[00371 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch 
eine Einmalkartusche, welche wenigstens die erfindungsge- 
maBe Filtervorrichtung und einen an den EinlaBstutzen der 
Filtervorrichtung angeschlossenen Probebehalter umfaBt. 
Gegebenenfalls kann auch ein Auffangbehalter fur die ge- 
wonnenen Krebszellen bzw. fiir die Lyseprodukte dieser 
Krebszellen Teil der Einmalkartusche sein. Die Einmalkar- 
tusche kann nach AbschluB des Filtrationsvorgang problem- 
los gegen eine neue Kartusche ausgetauscht werden. 
[0038] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
schlieBlich auch ein Set aus einer Filtervorrichtung oder ei- 
ner solchen Einmalkartusche und weiteren Mitteln zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 
[0039] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden un- 
ter Bezugnahme auf in den beigcfiigten Zeichnungen darge- 
stellter Ausfuhrungsbeispiele ausfiihrlicher beschrieben. 
[0040] In den Zeichnungen zeigt: 

[0041] Fig. 1 einen Schnitt durch eine erfindungsgemaBe 
Filtervorrichtung zur Isolierung von disseminierten Krebs- 
zellen; 

[0042] Fig. 2 eine Aufsicht auf die Verteilerkanale der Fil- 
tervorrichtung der Fig. 1; 

[0043] Fig. 3 eine schematische Darstellung eines auto- 
matisierten erfindungsgemaBen Verfahrens zur Isolierung 
von disseminierten Krebszellen. 

[0044] In den Fig. 1 und 2 ist eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Filtervorrichtung zur 
Isolierung von disseminierten Krebszellen dargestellt. Das 
Gehause der Filtervorrichtung mit den stromungstechni- 
schen Einrichtungen entspricht dem in der deutschen Patent- 
anmeldung DE-A-32 02 330 (Sartorius) dargestellten und 
dort ausfuhrlicher beschrieben Filtergehause. Kurz zusam- 
mengefaBt weist die Filtervorrichtung 10 zwei im wesentli- 
chen symmetrisch aufgebaute Gehauseteile 11 und 12 auf, 
die mit einem EinlaBstutzen 13 bzw. einem AuslaBstutzen 
14 versehen sind. Im dargestellten Beispiel ist der EinlaB- 
stutzen als sog. Luer-Lok ausgebildet, wahrend der AuslaB- 
stutzen 14 ein Luer-Konus ist. An die Stutzen 13, 14 konnen 
Spritzen oder in der Mcdizintechnik iibliche Schlauchsy- 
steme angeschlossen werden. Zwischen den beiden Gehau- 
seteilen 11, 12 ist ein im wesentlichen flachig ausgebildeter 
Membranfilter 15 angeordnet. Der EinlaBstutzen 13 bzw. 
der AuslaBstutzen 14 endet mit seinem inneren Querschnitt 
dicht oberhalb des Membran filters 15 als Sackloch 16 bzw. 
17. Im Bereich des Sacklochbodens mtinden radiale Stich- 
kanale 18 bzw. 19 in den Stutzen 13 bzw. 14. Die uber den 
EinlaBstutzen 13 einstromende zu filtrierende Korperflus- 
sigkeit wird uber Verbindungsschlitze 20 zwischen den 
Stichkanalen 18 und dem Sackloch 16 seitlich in den von 
dem oberen Gehauseteil 11 und der Membran 15 defimerten 
einlaBseitigen Fluidraum 21 gefuhrt und uber mit den Stich- 
kanalen 18 kommunizierende Kreiskanale 22 uber die ge- 
sanite Flache der Filtermembran 15 verteilt (vgi. insbeson- 
dere die Unteransicht des Gehauseteils 11 in Fig. 2). Der 
Boden des Sacklochs 16 weist einen den Fluidstrom in die 
Verbindungsschlitze 20 ablenkenden kegeligen Stromungs- 
teiler 23 auf, welcher die Stromungsfiihrung der einftieBen- 
den Riissigkeit begiinstigt und Stauzonen im Bereich des 
Sacklochs 16 vermeidet. Ein entsprechcnder Stromungstei- 
ler 24 ist auch im Sackloch 17 des AuslaBstutzens 14 vorge- 
sehen, was einen wirksamen Abtransport des Filtrats aus 
dem auslaBseidgen Fluidraum 25 ermoglicht. Im dargestell- 
ten Beispiel ist der innerste Kreiskanal 26 als KurzschluBka- 
nal ausgebildet, der samtliche Stichkanale 18 unmittelbar 
hinter den Verbindungsschlitzen 20 kurz schlieBt, was wie- 
derum eine gleichmaBige Stromungsverteilung iiber die ge- 
samte Flache des Membranfilters 15 gewahrleistet (vergl. 
insbesondere Fig. 2). 
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[0045] Die Verwendung der erfindungsgemaBen Filtervor- 
richtung ermoglicht auch eine besonders einfache Automa- 
tisierung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Isolierung 
von disseminierten Krebszellen aus einer zellhaltigen Kor- 
perfliissigkeit. 5 
[0046] In Fig. 3 ist eine Ausfuhrungsform einer Vorrich- 
tung 40 zur autoraatisierten Isolierung von Krebszellen 
schematisch dargestellt. Kernstiick der Vorrichtung 40 ist 
eine Einmal-Kartusche 30, die einen Probenbehalter 31, die 
erfindungsgemaBe Filtervorrichtung 10 und einen Auffang- 10 
behalter 32 enthalt. Eine Leitung 33 fuhrt vom Probenbehal- 
ter 31 zum EinlaBstutzen 13 des Filters 10. Uber ein T-Stuck 
fuhrt eine Leitung 34 von der Leitung 33 zum AufTangbe- 
halter 32. Vom AuslaBstutzen 14 des Filters 10 fuhrt eine 
Leitung 35 weg, in die, ebenfalls uber ein T-Stiick, eine Lei- 15 
tung 36 mtindet. Die Einmal-Kartusche 30 wird so in die 
Isoliervorrichtung 40 gesetzt, daB die Leitungen 33, 34, 35 
und 36 durch steuerbare Schlauchklemmen 41, 42, 43 und 

44 laufen. Die Vorrichtung 40 umfaBt ein steuerbares 6-fach 
Ventil 45 und ein steuerbares 4-fach Ventil 46, mit deren 20 
Hilf e Wasser aus einem Behalter 47, Pufferlosung aus einem 
Behalter 48 und ein organisches losungsmittel, wie Trizol®, 
aus einem Behalter 49 entweder uber den EinlaBstutzen 13 
oder den AuslaBstutzen 14 durch die Filtervorrichtung 10 
geleitet werden konnen. Die die zu isolierenden Krebszellen 25 
enthaltende Korperflussigkeit oder Teile bzw. Fraktionen 
davon, beispielsweise eine Fraktion menschlichen Blutes, 
wird in den Probenbehalter 31 gefulit. Durch entsprechende 
Schaltung des Ventils 45 und mittels nicht dargestellter For- 
derpumpen wird Pufferlosung aus dem Behalter 48 uber die 30 
Leitungen 50 und 51 in den Behalter 31 gepumpt, so daB die 
Korperflussigkeit uber geoffnete Venule 41 und 43 aus dem 
Behalter 31 durch den Filter 10 gefbrdert wird. Im darge- 
stellten Beispiel wird das Filtrat in einem Abfallbehalter 52 
gesammelt. Nach Filtrieren der gesamten Probe wird der 35 
uber dem Filter 10 verbleibende Ruckstand vom Filter ge- 
lost und in dem Auffangbehalter 32 gesammelt. Dazu wer- 
den die Venule 41 und 43 geschlossen und die Ventile 42 
und 44 geoffnet. Durch entsprechende Schaltung der Ventile 

45 und 46 wird nun Pufferlosung uber die Leitungen 50, 53 40 
und 36 im Gegenstrom zur urspriinglichen Forderrichtung 
der Korperflussigkeit durch den Filter 10 gepumpt. Dabei 
losen sich die am Filter anhaftenden Krebszellen und wer- 
den uber die Leitung 34 in den Auffangbehalter 32 transpor- 
tiert. Es ist auch moglich, zum Ablosen der Zellen anstelle 45 
von Pufferlosung ein fliissiges Kulturmedium zu verwen- 
den. 

[0047] Aus den im Behalter 32 gesammelten vitalen Zel- 
len lassen sich beispielsweise Zelllinien kultivieren. Fur An- 
wendungszwecke, bei denen die Gewinnung von vitalen 50 
Zellen nicht erforderlich ist, kann auch ein organisches Lo- 
sungsmittel oder eine Losungsmittelgemisch, wie Trizol®, 
zum Ablosen der Zellen verwendet werden. In diesem Fall 
fordert man vorzugsweise eine bestimmte Menge Trizol® 
aus dem Behalter 49 uber die Leitungen 54 und 36 in den 55 
Filter 10. Man kann dann die (nicht dargestellte) Forder- 
pumpe anhalten und die auf dem Filter gesammelten Krebs- 
zellen eine gewisse Zeit in dem Losungsmittel inkubieren, 
was zur Auflosung der Zellen fuhrt. Man kann aber auch 
durch alternierenden Betrieb einer Forderpumpe eine Hin- 60 
und Herbewegung des Losungsmittels in der Filtervorrich- 
tung 10 induzieren. Bei manuellem Betrieb kann man an den 
Stutzen 13 und 14 (hier nicht dargestellte) Spritzenkolben 
anschlieBen und eine gewisse Menge Losungsmittel durch 
den Filter 10 hin und her bewegen. Im dargestellten Beispiel 65 
werden die Zellfragmente schlieBlich mit weiterem Trizol® 
uber die Leitung 34 in den Auffangbehalter gefbrdert. In 
diesem Fall kann der Auffangbehalter aber auch hinter dem 



AuslaBstutzen 14 angeordnet sein, wobei man dann Trizol® 
Uber die Leitungen 53 und 51 und den Probenbehalter 31 
uber die EinlaBseite in den Filter 10 fordert. Uber Leitungen 
55 und 56 kann das System mit Reinigungsmitteln, Luft 
oder Wasser gespult werden. 

[0048] Bei einer weitgehenden Automatisierung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens kann man auch (hier nicht darge- 
stellte) computergesteuerte Greifarme vorsehen, welche die 
Kartuschen 30 nach Beendigung eines Filtrationsvorgangs 
gegen Reinigungskartuschen oder gegen neue Einmal-Kar- 
tuschen 30 austauschen. Die Kartuschen konnen uber Trans- 
portbander an die Vorrichtung 40 herangefuhrt werden. 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Isolierung von disseminierten Krebs- 
zellen aus einer zellhaltigen Korperflussigkeit, wobei 
man 

die zellhaltige Korperflussigkeit oder Teile davon in ei- 
nen EinlaBstutzen eines Filtergehauses fordert, 
die Korperflussigkeit seitlich aus dem EinlaBstutzen in 
einen einlaBseitigen Fluidraum des Filtergehauses 
fuhrt und uber einem in dem Filtergehause angeordne- 
ten Flachfilter mit einer Maschen- bzw. Porenweite von 
etwa 10 bis 200 um im wesentlichen parallel zur Ober- 
flache des Rachfilters verteilt, 

die Korperflussigkeit uber den Flachfilter transportiert 
und in einen auf dem Flachfilter verbleibenden Ruck- 
stand und ein Filtrat auftrennt, 

das Filtrat in einem auslaBseitigen Fluidraum sammelt 
und uber eine AuslaBstutzen abfuhrt, 
und anschlieBend den Ruckstand gewinnt. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Korperflussigkeit uber radial an- 
geordnete Stichkanale und eine Vielzahl konzentri- 
scher, mit den Stichkanalen kommunizierender Kreis- 
kanale uber dem Flachfilter verteilt. 

3. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB man zunachst eine zellhal- 
tige Fraktion aus der Korperflussigkeit isoliert und an- 
schlieBend filtriert. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB man den Ruckstand von 
dem Flachfilter abldst und sammelt. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man den Ruckstand durch Ruckspulen ei- 
ner Russigkeit von dem auslaBseitigen Fluidraum in 
den einlaBseitigen Fluidraum ablost. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, den Ruckstand in Guanidinisothiocyanat und 
Phenol enthaltenden Losungen inkubiert. 

7. Verwendung einer Filtervorrichtung, 

die ein Filtergehause (11, 12) mit wenigstens einem 
EinlaBstutzen (13) und wenigstens einem AuslaBstut- 
zen (14) und einen in dem Filtergehause (11, 12) ange- 
ordneten Flachfilter (15) umfaBt, welcher einen einlaB- 
seitigen Fluidraum (21) von einem auslaBseitigen 
Fluidraum (25) trennt, wobei das Filtergehause (11, 12) 
zumindest in dem einlaBseitigen Ruidraum (21) crste 
Verteilerkanale (18, 22) aufweist, die zu dem Rachfil- 
ter (15) hin offen sind, 

zur Isolierung von disseminierten Krebszellen aus ei- 
ner zellhaltigen Korperflussigkeit. 

8. Verwendung gemaB Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verteilerkanale (18, 22) eine Vielzahl 
konzentrischer Kreiskanale (22) umfassen, welche 
durch mehrere radial verlaufende und in dem EinlaB- 
stutzen (13) endende Stichkanale (18) geschnitten sind. 
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9. Verwendung gemaB Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zweite Verteilerkanale, welche zweite 
Kreiskanale (27) und zweite Stichkanale (19) umfas- 
sen, in dem auslaflseitigen Fluidraum (25) vorgesehen 
sind, wobei die zweiten Stichkanale (19) in dem Aus- 5 
laBstutzen (14) enden. 

10. Verwendung gemaB einem der Anspruche 8 oder 
9, dadurch gekennzeichnet, daB der EinlaBstutzen (13) 
undVoder der AuslaBstutzen (14) mit seinem inneren 
Querschnitt dicht oberhalb einer von den Kanalsohlen io 
der Kreiskanale (22) gebildeten Ebene als Sackloch (16 
bzw. 17) endet. 

1 1 . Verwendung gemaB einem der Anspruche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Filtergehause (11, 12) 
als zweiteiliges Kunststoffgehause ausgebildet ist. 15 

12. Verwendung gemaB einem der vorhergeh enden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Flachfil- 
ter (15) eine Maschen- bzw. Porenweite von etwa 10 
bis 200 um, vorzugsweise von 15 bis 30 um, besonders 
bevorzugt von 17-27 um und ganz besonders bevor- 20 
zugt von etwa 20 um aufweist. 

13. Verwendung gemaB Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Flachfilter (15) ein Membranfil- 
ter ist. 

14. Filtervorrichtung zur Isolierung von disseminier- 25 
ten Krebszellen aus einer zellhaltigen Korperflussig- 
keit, die ein Filtergehause (11, 12) mit wenigstens ei- 
nem EinlaBstutzen (13) und wenigstens einem AuslaB- 
stutzen (14) und einen in dem Filtergehause (11, 12) 
angeordneten Flachfilter (15) umfaBt, wobei der Flach- 30 
filter einen einlaBseitigen Fluidraum (21) von einem 
auslaBseitigen Fluidraum (25) trennt und das Filterge- 
hause (11, 12) zumindest in dem einlaBseitigen Fluid- 
raum (21) erste Verteilerkanale (18, 22) aufweist, die 

zu dem Flachfilter (15) hin offen sind, dadurch gekenn- 35 
zeichnet, daB der Flachfilter (15) eine Maschen- bzw. 
Porenweite von etwa 10 bis 200 um aufweist. 

15. Filtervorrichtung gemaB Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Flachfilter (15) eine Maschen- 
bzw. Porenweite von 15 bis 30 um, besonders bevor- 40 
zugt von 17 -27 urn und ganz besonders bevorzugt von 
etwa 20 um aufweist. 

16. Filtervorrichtung gemaB einem der Anspruche 14 
oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Flachfilter 
eine Nylon membran ist. 45 

17. Filtervorrichtung gemaB einem der Anspruche 14 
bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Verteilerka- 
nale (18, 22) eine Vielzahl konzentrischer Kreiskanale 
(22) umfassen, welche durch mehrere radial verlau- 
fende und in dem EinlaBstutzen (13) endende Stichka- 50 
nale (18) geschnitten sind. 

18. Einmalkartusche umfassend wenigstens eine Fil- 
tervorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 17 
und wenigstens einen an dem EinlaBstutzen der Filter- 
vorrichtung angeschlossenen Probenbehalter. 55 

19. Set aus einer Filtervorrichtung oder einer Einmal- 
kartusche nach einem der Anspruche 14 bis 18 und 
weiteren Mitteln zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 8 bis 13. 
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